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RESUMEN

La isquemia caliente renal (ICR) durante el trasplante es responsable de una parte im-
portante del dafio isquémico producido en el aloinjerto. Realizamos un estudio con un
modelo experimental de ICR y nefrectomia contralateral para evaluar la capacidad de pre-
servacion renal del M-400, un liquido hiperténico que contiene manitol, (manitol 4,19
g/dl, 400 mOsmy/kg) y cuya composicién electrolitica remeda la del medio intracelular.

Estudiamos 18 ratas Wistar hembra de un peso entre 200 y 300 gramos. Después de
la laparotomia y diseccién del ririon izquierdo, los animales fueron asignados aleatoria-
mente a tres grupos: grupo 1: sesenta minutos de ICR (n= 6); grupo 2: perfusién con
Eurocollins seguida de sesenta minutos de ICR (n= 6); grupo 3: perfusion con M-400 se-
guida de sesenta minutos de ICR (n = 6). Seguidamente se hizo nefrectomia derecha. Se
determiné creatinina sérica basal y también los dias uno, dos, tres y seis poscirugia. El sex-
to dia se practicé estudio histologico renal.

La creatinina del primero y segundo dia fue mas elevada en los grupos 1y 2 que en
el grupo 3 (primer dia: grupo 1: 271,8 + 29,9; grupo 2: 245,0+ 37,6; grupo 3: 141,8 £
16,3 umol/l; p <0,01) (segundo dia: grupo 1: 229,7 + 101,4; grupo 2: 331,7+ 174,8; gru-
po 3: 76,3+ 9,9 umol/I; p <0,05). El andlisis semicuantitativo de las lesiones histologicas
de nefritis tubulointersticial isquémica y, en especial, la pérdida del ribete en cepillo y la
dilatacion tubular mostré6 mayor afectacion en los grupos 1y 2 que en el grupo 3, siendo
el area intercorticomedular la mas afectada. Las lesiones del grupo 3 fueron escasas y fo-
cales. La creatinina del sexto dia era menor en el grupo 3 que en los otros dos grupos,
aunque no de forma significativa.

Concluimos que, en nuestro modelo experimental, el M-400 es un liquido de pre-
servacion mas efectivo que el Eurocollins en la preservacién renal durante la isquemia ca-
liente. Se discuten los posibles mecanismos de accion:

Palabras clave: Isquemia caliente. Solucién de preservacion. Fracaso renal agudo.
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FLUSH SOLUTION WITH MANITOL IN THE PREVENTION OF THE RENAL DAMAGE
DUE TO WARM ISCHAEMIA

SUMMARY

Abstract. Renal warm ischaemia (RWI) during k:dney reperfusion in transplantation pro-
duces most of the ischaemic allograft damage. The ability of M-400, a hypertonic flush so-
lution with mannitol and an electrolytic composition like intracellular space, to prevent
organ damage due to RWI was studied (mannitol 4.19 g/dL, 400 mOsm/kg).

Eighteen female adult Wistar rats weighting 200 to 300 grams were studied. After la-
parotomy and left renal dissection, rats were randomly allocated to three groups: Group
1: 60 minutes of RWI (n= 6); Group 2: Eurocollins flushing followed by 60 minutes of
RWI (n= 6); Group 3: M-400 flushing followed by 60 minutes of RWI (n= 6). Nephrec-
tomy of right kidney was performed. Prior to surgery and on days 1, 2, 3 and 6 post sur-
fery serum creatinine levels were determined. On the sixth day post surgery, renal histo-
logy was done.

First and second day creatinine was higher in groups 1 and 2 than in group 3 (1¢ day'
Gr. 1: 271.8+ 29.9; Gr. 2: 245.0+ 37.6; Gr. 3: 141.8 £ 16.3 umol/l, p <0.01) (2 day: Gr.
1: 229.7+ 101.4; Gr. 2: 331.7+ 174, 8; Gr. 3: 76.3% 9.9 umol/l, p <0.05). Semiquantita-
tive analysis of tubulo interstitial ischaemic nephritis lesions and, specially tubular dilation
and brush border loss, showed more affectation in groups 1 and 2 than in group 3. The
intercorticomedular area was the most affected. In group 3, renal damage was scanty and
focal. Serum creatinine on sixth day was lower in group 3 than in the other groups, but
not significantly.

Thus, in our experimental model, M-400 has showed as a flush solution more effec-
tive than Eurocollins in renal preservat:on during warm ischaemia. The probable mecha-
nisms of action are discussed.

Key words: Warm ischaemia. Flush solution. Acute renal failure.

Introduccién

La necrosis tubular aguda en el postrasplante renal in-
fluye negativamente en la supervivencia del injerto 3. Una
parte importante del dafio isquémico renal se produce
durante y después de la revascularizacién del injerto*>.
Esta lesion isquéemica esta mediada, al menos en parte,
por la generacion de radicales libres de oxigeno®” en el
momento de la reperfusion a través de la activacion de la
xantinooxidasa®.

La solucion de preservacion renal mas ampliamente uti-
lizada es una solucion de Collins modificada, denomina-
da Eurocollins. Sin embargo, en estudios clinicos amplios
se ha comprobado una incidencia de necrosis tubular de
alrededor del 30 % con el uso de esta solucion®. Se ha
sugerido que ello sea debido a que la solucion de Euro-
coﬁins pueda no ser efectiva o incluso perjudicial durante
la isquemia caliente™. Por ello se estan realizando estu-
dios clinicos''? y experimentales > * usando otros liqui-
dos de perfusion.

El manitol tiene una estructura similar a la glucosa y a
su alcohol, el sorbitol. El manitol es metabolicamente iner-
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te y, después de su infusion endovenosa, permanece am-
pliamente en el espacio extracelular y se excreta inaltera-
do en la orina®. Debido a su accion osmotica se ha usa-
do como agente diurético . Asimismo, el manitol actGa
como «scavenger de radicales hidroxilo®¢. Se ha com-
probado en diversos modelos animales de fracaso renal
agudo que el manitol es protector renal -8, Por ello ha
sido utilizado con éxito administrado endovenoso previo
a la revascularizacion renal ™ ? o en soluciones de preser-
vacion' en clinica humana, consiguiendo una disminu-
cion significativa de la tasa de insuficiencia renal postras-
plante.

Basandonos en estas premisas, en el presente trabajo
estudiamos en un modelo animal la capacidad de dismi-
nuir el dano tisular renal producido por la isquemia ca-
liente mediante la utilizacion de una solucion de preser-
vacion que contenia manitol.

Material y métodos

Para el estudio se usaron 18 ratas Wistar hembra, de
un peso medio entre 200 y 300 gramos.



Soluciones de preservacién

Utilizamos dos soluciones de preservacion: la solucion
de Eurocollins y una soluciéon que contenia manitol, de-
nominada M-400 y desarrollada por J. M. Grifi6 (tabla ).
Esta solucion se diferencia de la de Eurocollins en que se
ha sustituido la dextrosa por manitol.

Tablal. Composicion de las soluciones utilizadas
: (g8/100 ml). M-400: solucion hipertonica que
contiene manitol y desarrollada por J. M.
Grind
Eurocollins M-400
DexXtrosa ........oovcevererereneerenenenns 2,5 -
Manitol - 4,19
PO.KH, 0,205 0,205
POK;H 0,97 0,97
COHNA ..ot 0,084 0,084
CIK 0,112 0,112
Osmolalidad (mOsm/kg) .......... 300 400
pH 7,1 7.4

Técnica quirirgica

Tras la induccién anestésica mediante inhalacion de
éter, se practico una laparotomia media, rechazando el
paquete intestinal para exponer el rifion izquierdo con sus
vasos y la aorta en la vecindad del pediculo renal. La aor-
ta fue clampada con un pequerio clamp por debajo de
las arterias renales y canulada mediante una aguja 23 «gau-
ge», unida a un equipo de infusion que contenia la solu-
cion de preservacion. Se coloco entonces un clamp en
aorta por encima de la arteria renal izquierda y se retir6
el inferior. Se inici6 entonces la perfusion de la solucion
a temperatura ambiente a través de la aorta canulada, di-
rigiéndola con ello hacia el rifion izquierdo. Una vez el ri-
fion tomo6 una coloracién blanquecina (2 cc de solucién),
se coloco un clamp en el pediculo renal izquierdo y se
ceso la perfusion. Seguidamente se retir6 la canula Je la
aorta y se cerr6 el orificio de punciéon mediante electro-
coagulacion, retirando posteriormente el clamp aortico.
Después de un tiempo total de isquemia del rindn izquier-
do de una hora, se retir6 el clamp del pediculo renal, per-
mitiendo la reperfusion del 6rgano. Seguidamente se pro-
cedio a nefrectomia derecha y cierre de la laparotomia.
Las ratas fueron colocadas en jaulas en condiciones y tem-
peratura confortables, con libre acceso a comida y agua.

Se establecieron tres grupos de seis animales cada uno
segun la perfusion utilizada:

Grupo 1: Isquemia caliente renal de una hora sin per-
fusibn previa.
. Grupo 2: Perfusion con solucion de Eurocollins, y pos-
teriormente isquemia caliente renal de una hora.

Grupo 3: Perfusion con solucién M-400, y posterior-
mente isquemia caliente renal de una hora.

LIQUIDOS DE PERFUSION Y DANO RENAL

Se evalu6 peso y creatinina previo a la cirugia y tam-
bién los dias uno, dos, tres y seis poscirugia. La sangre se
extrajo de los vasos retrooculares usando una micropipe-
ta. La creatinina se cuantificé mediante el sistema de qui-
mica seca Kodak Ektachem.

Histologia

El sexto dia poscirugia se sacrificé el animal. El dia del
sacrificio se procedi6 a la anestesia mediante inhalacién
de éter. Se realiz6 apertura de la cavidad peritoneal y exa-
men del rifion. Seguidamente se abri6 la cavidad toracica
y a corazén batiente se puncioné el ventriculo izquierdo
mediante un Abbocath de 20 «gauge» y se procedié a per-
fundir suero fisiologico. Se seccioné la auricula derecha
para drenaje y se dejo al animal exangiie. A continuacion,
se perfundieron 200 cc de paraformaldehido al 4 % con
la finalidad de fijar todo el animal, y en especial el rifién,
para la microscopia Optica.

El rindn fue fijado en formol y embebido en parafina.
Se cortaron secciones transversares de 2-3 micras de gro-
sor y se tifieron con hematoxilina-eosina, tricromico de
Mason, azul de toluidina y plata metenamina. Se valo-
raron de forma semicuantitativa, de 0 a 3 cruces, los
parametros siguientes: dilatacion tubular, células despren-
didas, vacuolizacion tubular, necrosis de las células tubu-
lares, pérdida o integridad del ribete en cepillo tubular
evaluado mediante la desaparicion de la positividad para
la tincion de PAS en el borde de los tabulos, edema in-
tersticial, fibrosis intersticial e infiltrado intersticial focal.
Asimismo, se valoré la localizacion medular, intercortico-
medular o cortical de dichas lesiones. Las muestras fue-
ron procesadas por dos observadores (MCP y DSM) con
amplia experiencia en patologia renal y sin conocimiento
previo de las muestras que valoraban.

Anélisis de resultados

La funcién renal postisquemia, evaluada por la creati-
nina sérica, y los parametros histolégicos se compararon
mediante la prueba no paramétrica para datos indepen-
dientes de Kruskall-Wallis. Las correlaciones anatomo-
funcionales se realizaron mediante el coeficiente de co-
rrelacion de Spearman. Los resultados se expresan como
media + error estandar de la media. Se consideraron sig-
nificativos los valores de p <0,05.

Resultados

Todos los animales sobrevivieron hasta el dia del sacri-
ficio. El peso y la creatinina precirugia fueron similares en
los tres grupos (p = NS). La figura 1 muestra el efecto de
los tres modelos experimentales sobre la funcion renal
medida por la creatinina sérica. Las ratas de los grupos 1
y 2 mostraron una insuficiencia renal severa en el primer
dia (grupo 1, 271,8 £ 29,9; grupo 2, 245,0 £ 37,6 umol/l)
y segundo dia (grupo 1, 229,7 £ 101,4; grupo 2,
331,7 £ 174,8 umol/l) y con niveles de creatinina simila-
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Fig. 1.—Perfil de la media de creatinina sérica durante todo el
seguimiento en los tres grupos estudiados. Existe una diferencia
significativa entre los tres grupos los dfas primero y segundo (p <0,01
y p <0,05, respectivamente). .

res (p = NS). Por el contrario, las ratas del grupo 3 mos-
traron un nivel medio de creatinina significativamente me-
nor que los otros dos grupos (primer dia, 141,8 * 16,3; se-
gundo dia, 76,3 £ 9,9 pmol/l) (p <0,01 y p <0,05, respec-
tivamente). Asimismo, los niveles de creatinina en el gru-
po 3 fueron mas homogéneos, al contrario que los otros
grupos en que hubo una mayor dispersion. La creatinina
en el sexto dia fue mas elevada en el grupo 2, aunque
no de una manera significativa (grupo 1, 59,7 £ 7,3; gru-
po 2, 128,8 + 79,8; grupo 3, 43,2 = 3,5 umol/l).

El estudio histologico mostr6 que las lesiones mas se-
veras predominaban a nivel de los tabulos del rea inter-
corticomedular, observandose principalmente dilatacion
de la luz tubular con atrofia del epitelio, pérdida del ri-
bete en cepillo de los tabulos, presencia de células
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Fig. 2.—Marcada dilatacién de las luces tubulares a nivel de la zona
gnedular) externa (en el centro de la fotografia). Rata del grupo 2
HE 25 x).
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fig. 3.—Medular extema: aplanamiento del epitelio de los tabulos con
presencia de detritus celulares en su luz. Discreto infiltrado intersticial
de células redondas (HE 40 x).

desprendidas en [a luz tubular y existencia de microcalci-
ficaciones intratubulares y necrosis celular. Las lesiones tu-
bulares afectaban primordialmente a la porcion distal del
tibulo contorneado proximal. A nivel de los tibulos cor-
ticales se encontré (inicamente vacuolizacion del citoplas-
ma celular. Sobre el intersticio se observé un grado varia-
ble de edema, fibrosis e infiltrado celular (figs. 2 y 3).

El dafio mas pronunciado fue en los rifiones de los gru-
pos 1y 2. Las lesiones morfoldgicas en los rifiones del gru-
po 3 {leron escasas o muy focales.

La tabla Il muestra el andlisis semicuantitativo de los
cambios morfologicos evaluados en los tres grupos expe-
rimentales. En el grupo 3 (perfusion con M-400) ninguna
rata present6 alteracion de los parametros morfologicos
en ergrado mas alto (+++). Sélo se observd desprendi-
miento celular, infiltrado intersticial y vacuolizacion en gra-
do ++ en tres ratas de este grupo. Los ratas restantes no
presentaron alteraciones o las presentaron en grado +.
Por el contrario, en los otros dos grupos la mayoria de las
lesiones eran en grado ++ o +++. El andlisis estadistico
mostr6 una diferencia significativamente menor del gru-
po 3 en comparacion con los otros dos grupos en cuan-
to a dilatacion tubular, pérdida del ribete en cepillo y del
infiltrado intersticial focal. La necrosis celular, el nimero
de células desprendidas y el edema intersticial fue mas se-
vero en el grupo 2 que en los otros dos grupos. La va-
cuolizacion tubular fue similar en los tres grupos. El grado
de fibrosis intersticial fue minimo en los tres grupos.

Para conocer la relacion entre el grado de insuficiencia
renal y la afectacion histologica se evalud, con indepen-
dencia del grupo experimental, la correlacién de la crea-
tinina del primer dia poscirugia con las diversas alteracio-
nes morfologicas. Se constat6 una fuerte correlacion po-
sitiva con todas ellas, salvo para la vacuolizacion tubular
y la fibrosis intersticial (tabla lll).



LIQUIDOS DE PERFUSION Y DANO RENAL

Tabla Il. Valoracion semicuantitativa de las lesiones de nefritis tubulointersticial evaluadas. Se expresan como
nimero de animales observados en cada grado de la escala: 0 - (+) - (++) - (+++). Entre paréntesis, la

media de las cruces

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 p

(n=6) (n=6) (n=6)
Dilatacién tubular 0-0-3-3 (2,5) 1-0-1-4 (2,3) 4-2-0-0 (0,3) <0,01
Células desprendidas 0-2-3-1(1,8) 0-2-1-3 (2,2) 2-3-1-0 (0,8) <0,05
Vacuolizacion 2-1-3-0 (1,2) 1-3-1-1(1,3) 2-3-1-0 (0,8) NS
Necrosis celular 1-2-3-0 (1,3) 1-2-1-2 (1,7) 5-1-0-0 0,2) - <0,05
Pérdida ribete cepillo 0-2-1-3 (2,2) 0-1-1-4 (2,5) 5-1-0-0 (0,2) <0,005
Edema 3-2-1-0 (0,7) 2-1-2-1 (1,3) 6-0-0-0 (0) <0,05
Fibrosis 5-1-0-0 (0,2) 3-1-2-0 (0,8) 6-0-0-0 (0) NS
Infiltrado intersticial 0-2-1-3 (2,2) 0-1-0-5 (2,7) 4-1-1-0 {0,5) <0,05

Tabla lll. Correlacion de la creatinina del primer dia
frente a cada uno de los ocho parametros
morfologicos evaluados, con independencia
del modelo experimental utilizado

n r p
Dilatacion tubular .............cevervenenee. 18 0,529 0,0006
Células desprendidas . 18 0,407 0,0044
Vacuolizacion .......... 18 0,027 NS
Necrosis celular ...... 18 0,566 0,0003
Pérdida ribete cepillo ......covvvvucrirunnee 18 0478 - 0,0015
Edema 18 0,549 0,0004
Fibrosis - 18 0,151 NS
Infiltrado intersticial .........cocoverereenne 18 0,350 0,0097

Discusion

La solucion de Eurocollins ha sido la mas ampliamente
utilizada en la preservacion con hipotermia simple de
rinones para trasplante renal en clinica humana. Recien-
temente hemos constatado™ en el trasplante renal de
cadaver que sustituyendo la dextrosa por manitol en la so-
lucion de Eurocollins se obtenia un mayor efecto protec-
tor contra la necrosis tubular aguda postrasplante.

Nuestros resultados en el presente trabajo en un mo-
delo animal de isquemia caliente confirman el mayor efec-
to protector de esta solucion que contenia manitol.

El modelo experimental utilizado, con ratas sometidas
a un tiempo de isquemia caliente de sesenta minutos y
nefrectomia contralateral, ha sido ampliamente referido
para probar técnicas de preservacion en el trasplante re-
nal 22, Jablonski y cols.?' apuntaron este modelo como
6ptimo para valorar la isquemia caliente renal, ya que exis-
tia una necrosis tubular severa, una aceptable mortalidad
y un dafo morfologico residual incluso a los treinta dias.
Con otros tipos de isquemia evaluados, los resultados no
eran satisfactorios'. Aunque es probable que el rifidn ten-
ga alguna circulacion colateral que aporte algin nutriente
durante la oclusion de los grandes vasos renales, los es-
tudios a nivel tisular de nucle6tidos de adenina indican

que la isquemia producida en este modelo es completa-
mente efectiva®.

Las lesiones histologicas mas severas predominaban en
la zona intercorticomedular. Esta localizacion, y en parti-
cular en la banda intema de la zona externa de la medu-
lar, ya ha sido sugerida en algunos trabajos como de ma-
yor riesgo de hipoxia, debido a su reducida disponibili-
dad de oxigeno?*% %, Por tanto, un compromiso en el
delicado balance entre la demanda y el aporte de oxige-
no a este nivel puede provocar necrosis hipoxica de las
células tubulares, como se ha demostrado tanto in vitro?
como in vivo®. Los segmentos de nefrona que mayor-
mente se afectan son los tramos rectos del tibulo con-
tormeado proximal?% y el tramo ascendente grueso del
asa de Henle? %, Ademas, la disminucion del flujo san-
guineo reduce la disponibilidad de sustratos metabélicos
esenciales para la integridad estructural y funcional en es-
tas areas del rifion.

En el modelo de fracaso renal aguda en la rata, las le-
siones morfolégicas mas tipicas son la i)érdida de la tin-
cién positiva del ribete en cepillo y la dilatacion del tibu-
lo, consecuencia de la obstruccion tubular por fragmen-
tos celulares y de ribete en cepillo?. En nuestro grupo de
ratas sometidas a isquemia aislada encontramos estas le-
siones en grado importante. En el grupo de ratas some-
tidas a isquemia y perfusion con Eurocollins, estas lesio-
nes son mas severas que en el anterior grupo, aunque no
de forma significativa. Por el contrario, el grupo de ratas
perfundidas con M-400 mostraron estas lesiones en un
grado minimo, lo cual indica que el manitol preservo al
rinon de la isquemia.

El interés del presente trabajo ha sido conocer la ca-
pacidad del manitol como liquido de preservacion, por lo
que solo podemos especular el mecanismo a través del
cual lo ejerce. Al omitir la dextrosa se evita el estimulo
para una produccion indeseada de iones de hidrogeno y
acido lactico a través de su metabolismo anaerobio?. Por
el contrario, el manitol no es metabolizable y ejerce una
accion efectiva como ion impermeante evitando el ede-
ma celular producido durante la isquemia. Ademas, di-
versas observaciones experimentales®3° sugieren que la
dextrosa en el liquido de preservacion es incapaz de ac-

267



J. TORRAS y cols.

tuar de forma efectiva como un agente osmético imper-
meante a temperaturas normotérmicas, aunque si duran-
te la hipotermia. Esto justificaria el porqué nuestros resul-
tados con la perfusion de Eurocollins no difieren de los
obtenidos con isquemia aislada.

La principal caracteristica del manitol es su accion diu-
rética'6. Adicionalmente, el manitol induce en los anima-
les de experimentacion un incremento de la tasa de fil-
tracion glomerular, debido a la reduccion de la presion
oncética sistémica por hemodilucion y aumento del flujo
sanguineo renal®'. El manitol ejerce, ademas, un efecto es-
pecifico sobre la vasculatura renal, observandose un pa-
tron vasorreactivo bifasico: a dosis baja se produce vaso-
dilatacion renal, mientras que a grandes dosis se produce
vasoconstriccion 2. Nosotros utilizamos el manitol a dosis
bajas, con lo cual nos beneficiamos de este efecto. Otros
autores han referido este efecto vasodilatador del mani-
tol, pero explicado por la reduccion del edema endote-
lial vascular3* o mediado por prostaglandinas34.

El manitol es, ademas, un potente «scavenger de ra-
dicales hidréxilo> . Existe cada vez mayor evidencia de
que gran parte del dafio causado después de la isquemia
caliente renal es debido a los radicales libres de oxigeno
generados a partir de la activacion de la xantinooxidasa®.
El efecto beneficioso de los «scavengers» de radicales
libres ya ha sido demostrado en modelos experimenta-
les> 3. Por tanto, desde el punto de vista tetrico, el ma-
nitol podria ofrecer este efecto beneficioso, pero los
resultados de la literatura son controvertidos, con unos es-
tudios en los que si se observa un beneficio® y otros en
los que no%.

En conclusion, el presente estudio confirma que el
M-400 es un liquido de preservacion maés efectivo que el
Eurocollins en la preservacion renal durante la isquemia
caliente. Este efecto se asocia a una mejor funcion renal,
medido con la creatinina sérica, y a un menor dafio his-
tologico con aquella solucion. Nuestros resultados confir-
man, ademas, el valor del modelo experimenta! aplicado
para el estudio de las soluciones de preservacion.
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